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ABSTRAK  
 
Tuberkulosis adalah penyakit menular yang disebabkan oleh bakteri 
Mycobacterium tuberculosis yang biasanya mempengaruhi paru-paru. Ini adalah 
pembunuh terbesar kedua karena agen infeksi tunggal di seluruh dunia. 
Mycobacterium Tuberculosis Protein 64 (MPT 64) adalah protein spesifik 
dikodekan oleh Rv1980c gen dengan ukuran 671 gen bp.Telah dilakukan 
penelitian Isolasi dan Amplifikasi Gen Rv 1980c Pengkode Protein MPT 64 
Mycobacterium tuberculosis sebagai Antigen Untuk Immunodiagnostik 
Tuberkulosis Laten. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan 
mengamplifikasi  Gen RV 1980c pengkode perotein MPT-64 Mycobacterium 
tuberculosis, yang diharapkan dapat digunakan sebagai immunodiagnostik. 
Sampel yang telah diekstraksi selanjutnya diamplifikasi pada PCR (Polymerase 
Chain Reaction) dengan menggunakan primer spesifik5'-GAA TTC AGC AGC 
TAG GCC ATC ATC GAG TCG GC-3 dan primer forward: 5'-GGT GGA GGC 
GGT GGT GGCGGC AGC AGC GGA GGC GGT GGCGGC AGC AAG ACC 
CCC GCG GAG GAG TACTGC-3  dengan panjang basa 671 bp. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa pada sampel klinis Tuberkulosis paru terdapat protein MPT 
64 yang terlihat dari hasil amplifikasi yang dielektroforesis dengan primer spesifik 
dengan panjang basa 671 bp. 
 
Kata kunci: Mycobacterium tuberculosis, gen RV 1980c, MPT 64, PCR, 
Immunodiagnostik 
 
PENDAHULUAN 
 
Tuberkulosis (TB) merupakan salah 
satu penyakit yang telah lama 
dikenal dan sampai saat ini masih 
menjadi penyebab utama kematian di 
dunia.Pada tahun 2014 Asia 
Tenggara dan daerah Pasifik Barat 
secara kolektif menyumbang 58% 
dari kasus TB di dunia. Indonesia 
sendiri menduduki peringkat kedua 
kasus TB terbanyak di dunia setelah 
India (WHO, 2015). 
Data dari Kementerian 
Kesehatan Republik Indonesia 
(2014) menunjukkan kasus 
tuberkulosis di Sulawesi ditemukan 
sekitar 22.597 kasus, dengan jumlah 
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kasus tertinggi terdapat di Provinsi 
Sulawesi Selatan yaitu sekitar 8.297 
kasus. Khusus di Kota Makassar, 
berdasarkan data yang diperoleh dari 
Bidang Bina Pencegahan Penyakit 
dan Penyehatan Lingkungan Dinas 
Kesehatan Kota Makassar, angka 
penemuan penderita baru TB Paru 
BTA+ tahun 2013 sebanyak 72,44 % 
(ditemukan 1.811 penderita dari 
sebanyak 2.500 sasaran), jumlah ini 
meningkat dari tahun 2012 yakni 
jumlah penderita sebanyak 1.324 dari 
1.641 sasaran. 
 Walaupun di Indonesia 
telah banyak kemajuan yang 
diperoleh, yakni pencapaian 
penemuan kasus baru 51.6% dari 
target global 70% dibandingkan 
pencapaian 20% pada tahun 2002 
dan 37% pada tahun 2003, juga 
penyediaan obat-obat anti TB yang 
dijamin oleh pemerintah untuk 
sarana pelayanan kesehatan 
pemerintah mencukupi kebutuhan 
prakiraan kasus di seluruh Indonesia, 
TB tetap belum dapat diberantas, 
bahkan diperkirakan jumlah 
penderita TB terus meningkat 
(Ratnasari, 2012). 
 Penderita penyakit kronis 
seperti TB paru perlu mendapat 
dukungan  sosial lebih, akrena 
dengan dukungan dari orang-orang 
tersebut secara tidak langsung dapat 
menurunkan beban psikologi 
sehubungan dengan penyakit yang 
dideritanya, yang pada akhirnya akan 
meningkatkan ketahanan tubuh 
sehingga kondisi fisik tidak semakin 
menurun. Dukungan sosial penting 
penderita penyakit kronik sebab 
dukungan sosial dapat 
mempengaruhi tingkah  laku 
individu, seperti penurunan rasa 
cemas, tidak berdaya dan putus asa, 
yang pada akhirnya dapat 
meningkatkan status kesehatan 
(Ratnasari, 2012). 
 Infeksi TB terjadi karena 
inhalasi droplet nuclei yang 
mengandung kuman tuberkulosis. 
Setelah terpapar kuman TB ada 
empat keadaan yang bisa terjadi 
yaitu pertama tidak terjadi 
infeksi(ditandai dengan tes kulit 
tuberkulin yang negatif),kedua 
terjadi infeksi kemudian menjadi TB 
yangaktif (TB primer), ketiga 
menjadi TB laten dimanamekanisme 
imun mencegah progresivitas 
penyakitmenjadi TB aktif dan 
keempat menjadi TB latentetapi 
kemudian terjadi reaktivasi dan 
berkembang menjadi TB aktif dalam 
beberapa bulan sampai beberapa 
tahun kemudian Infeksi TB laten ini 
didefinisikan sebagai kondisi 
seseorang yang terinfeksi 
M.tuberculosis tetapi saat ini orang 
tersebut tidak sakit, tidak mempunyai 
gejala / asymptomatic dan gambaran 
foto toraks normal.3 Kira – kira 5%- 
10% dari orang dengan infeksi laten, 
akan terjadi reaktivasi dan menjadi 
TB aktif  (Martin dan Hasibuan, 
2010). 
 Jutaan orang telah 
meninggal karena TBC, sebuah 
penyakit infeksi kronis yang 
disebabkan oleh basil tuberkel. 
Urutan genom lengkap yang 
merupakan  strain terbaik dari 
Mycobacterium tuberculosis, 
H37Rv, telah ditentukan dan 
dianalisis dalam rangka 
meningkatkan pemahaman kita 
tentang patogen ini yang merupakan 
pathogen  tumbuh lambat dan untuk 
membantu konsepsi intervensi 
profilaksis dan terapi baru. Pada 
strain H37Rv ini terdapat gen RV 
1980c yang merupakan pengkode 
protein Mycobacterium Protein 
Tuberculosis (MPT 64).MPT 64 ini 
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merupakan protein spesifik pada 
Mycobacterium tuberculosiskarena  
tidak ditemukan pada strain BCG, 
Mycobacterium bovis, 
Mycobacterium leprae maupun pada 
NTM (Kumar, et al., 2012). 
Pencarian antigen 
Mycobacterium tuberculosis yang 
reaktif terhadap serum penderita 
tuberkulosis laten terus dilakukan 
untuk menangani penderita TB yang 
semakin meningkat. Pada penelitian 
Hasegawa, et al. (2002) diketahui 
bahwa Mycobacterium Protein 
Tuberkulosis (MPT 64) merupakan 
antigen spesifik untuk 
Mycobacterium tuberculosis. MPT 
64 merupakan protein penting yang 
dihasilkan oleh Mycobacterium 
tuberculosis. MPT 64 yang 
dihasilkan dari Mycobacterium 
tuberculosis adalah bagian pertama 
yang berinteraksi dengan sistem 
kekebalan tubuh inang, sehingga 
protein tersebut penting untuk 
mengaktifkan respon imun pada 
individu yang terinfeksi 
Mycobacterium tuberculosis           
(Yi Jiang, 2013). 
 
 
BAHAN DAN METODE KERJA 
Alat 
Alat yang digunakan adalah 
laminar air flow (labconco),  tabung 
reaksi, cawan petridish, erlenmeyer 
(pyrex), mikrotip, mikropipet 
(Biorad), GD column, collection 
tube, sentrifuge (profuge), vortex 
(heidolph), tabung eppendorf, rak 
tabung eppendorf, kulkas (LG),mesin 
elektroforesis (Biorad), power supply 
(power pac 100 biorad), waterbath 
(memmert), neraca analitik, gelas 
ukur (pyrex), mikrowave (sharp), 
botol reagen, perangkat UV light, 
inkubator shaker (heidolph), Geldoc 
(Biorad), Tabung 1,5 ml dan 0,5 ml 
(Axygen), tabung 50 ml (iwaki), 
autoklav (Hirayama), PCR 
(GeneAmp PCR System 9700). 
 
Bahan 
Bahan yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah isolat klinis dari 
M.tuberculosis yang dikultur dalam 
medium Lowestein Jensen, zat warna 
Kinyoun, HCL, metilen blue. kit 
ekstraksi DNAGenomic DNA Mini 
KIT (GENEAID), lysis buffer, GB 
buffer, elution buffer, W1 buffer, 
primer, agarosa,akuades steril, enzim 
Go Taq Green Master Mix, 
Etimidum bromide, marker DNA, 
etanol absoult, buffer PCR, buffer 
TBE, loading dye 
 
Prosedur Kerja 
 
Pembuatan medium 
A. Dekontaminasi Sputum 
Sputum penderita TB 
didekontaminasi dengan 
menambahkan zat dekontaminan 
yaitu NaOH, Sodium sitrat dan N 
asetil-L-sistein, kemudian 
disentrifugasi pada 12.000 rpm. 
Endapan diencerkan dengan 
Phosphate Buffer Saline (PBS) atau 
akuades steril. Sputum siap untuk di 
kultur dalam medium Lowestein 
Jensen.   
B.Kultur Mycobacterium 
tuberculosis  
Dilakukan dalam medium 
Lowenstein Jensen. Ditimbang 
media LJ sebanyak 37,5 gram dalam 
600 ml aquades. Media LJ kemudian 
diletakkan di hot plate. Direndam 
telur dengan alkohol selama 10 
menit. Selanjutnya telur dipecahkan 
kemudian dimasukkan dalam gelas 
ukur sekitar 250 ml. Telur kemudian 
dituangkan ke dalam media LJ dan 
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ditunggu hingga homogen. Media 
yang sudah homogen kemudian 
disaring dengan menggunakan kain 
kasa dan dilakukan sebanyak 2x 
penyaringan. Media kemudia di 
inkubasi dalam autoklaf. Medium LJ 
kemudian dipindahkan ke dalam 6 
tabung dan ke dalam masing-masing 
tabung ditambahkan isolate bakteri 
M.tuberculosis kemudian dipadatkan 
pada suhu 86
0
C. Pertumbuhan 
M.tuberculosisdiamati selama 6 
minggu. 
C.Pewarnaan Kinyoun 
 Koloni diperiksa 
kebenarannya dengan pewarnaan 
Kinyoun. Gelas objek ditempatkan 
pada rak yang tersedia dan 
dituangkan zat warna Kinyoun. 
Didiamkan selama 3 menit kemudian 
dicuci dengan air mengalir. 
Diteteskan lagi HCl alkohol 3% 
selama 3 menit kemudian dicuci 
dengan air mengalir. Pewarnaan 
dilakukan dengan metilen biru 0,3% 
selama 1 menit, kemudian dicuci 
dengan air mengalir dan dibiarkan 
kering. Dilakukan pengamatan 
koloni  M.tuberculosisdi bawah 
mikroskop 
D.Isolasi DNA kromosom 
Sampel dipindahkan ke 
tabung eppendorf masing-masing 
sebanyak 5 ml. Sel dimatikan 
terlebih dahulu di suhu 95
0
C sekitar 
10 menit, kemudian disentrifuse 
8000 rpm selama 5 menit. Dibuang 
supernatan dan ditambahkan 150  µl 
RBC Lysis Buffer.  
GB buffer ditambahkan 
sebanyak 200 µl kemudian di vortex 
dan di inkubasi selama 10 menit. Di 
homogenkan kembali (Inversi) setiap 
3 menit. Selanjutnya disiapkan 
Elution Buffer sebanyak 100-200 µl. 
Untuk 1 sampel dilakukan 
pemanasan pada suhu 60
0
C. 
Tambahkan etanol absolut sebanyak 
200 µl  kemudian divortex selama 10 
detik. Siapkan GD Column lalu 
pindahkan sampel ke GD column. 
Sentrifuse dengan kecepatan 8000 
rpm selama 2 menit. Buang endapan 
cairan kemudian ganti collection 
tube. 
W1 buffer ditambahkan 
sebanyak 400 µl  kemudian 
disentrifuse dengan kecepatan 8000 
rpm selama 1 menit. Buang endapan 
lalu ganti collection tube. 
Tambahkan 600 µl wash buffer yang 
sudah ditambah dengan etanol. 
Sentifuse 8000 rpm selama 1 menit. 
Buang cairannya dan pindahkan GD 
column ke collection tube. Sentrifuse 
selama 2 menit dengan kecepatan 
8000 rpm. Pindahkan GD column ke 
ependorf 1,5 ml. Tambahkan 100 µl  
Pre heated elution buffer dalam GD 
column. Diamkan selama 3 menit 
kemudian sentrifuse dengan 
kecepatan 300 rpm selama 1 menit. 
Hasil ekstraksi disimpan pada suhu -
20
0
C.  
E. Amplifikasi protein MPT 64 
Mycobacterium tuberculosis 
dengan PCR 
Sebelum melakukan proses 
amplifikasi dengan PCR, PCR Mix 
dibuat terlebih dahulu.  PCR Mix 
dibuat dengan mencampurkan Enzim 
Go Taq Green Master MIX 12,5 µl, 
Primer 20 (µm) F
1
 1 µl, Primer 20 
(µm) R
1
µl, H2O 5,5 µldan sampel 
DNA 5 µl yang telah diekstraksi dan 
dimasukkan ke dalam tabung vial 
PCR. Kontrol positif berupa tabung 
vial yang memiliki 
DNAM.tuberculosis sedangkan 
control negative berupa tabung vial 
yang berisi air destilata yang tidak 
ditambahkan template DNA. PCR 
dilakukan selama 2 jam. 
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Perancangan primer dibuat 
berdasarkan urutan primer MPT 64 
yang didapat di NCBI.Urutan primer 
yang digunakan untuk forward 5’-
CGC GCC CAA GAC CTA C TG 
CGA GGA G-3’dan untuk reverse 
5’-CTA GGCCAGCATCGA GTC 
GAT CGC-3’. Produk PCR gen 
MPT-64 yang diharapkan berukuran 
671 pb (Ruiling Fuet al., 2009).  
 Kondisi PCR yang digunakan 
adalah pra denaturasi 94°C selama 5 
menit,  denaturasi awal 94°C 
selama1 menit, penempelan primer 
60°C selama 2 menit, dan elongasi 
pada 72°C selama 45 detik.  
Pemanjangan fragmen DNA akhir 
pada 72°Cselama 5 menit dan reaksi 
dilakukan sebanyak 30 siklus.Produk 
PCR protein MPT 64 yang 
diharapkan berukuran 671 pb. 
Amplikon divisualisasikan dengan 
elektroforesis pada gel agarosa 1,5 % 
dan diwarnai dengan ethidium 
bromide. 
 
F. Deteksi Produk PCR dengan 
Elektroforesis 
Gel agarose 1,5 % dibuat 
dengan cara melarutkan sebanyak 
0,759 gr agarosa dengan 50 ml bufer 
TBE (Tris-Buffer-EDTA) di 
erlenmeyer kemudian dipanaskan 
dengan microwave selama1 menit 
kemudian ditambahkan 2µl ethidium 
bromide dan dihomogenkan. Cairan 
gel lalu didinginkan pada suhu 
kamar. Setelah agak dingin cairan 
gel dituang ke cetakan gel 
elektroforesis dengan menggunakan 
sisir gel kemudian 7 µl produk 
amplifikasi di campur dengan 2 µl 
loading dye. 
Setelah tercampur dengan 
baik, masing-masing sampel 
dimasukkan ke dalam sumur gel 
agarose 1,5 % yang telah terendam 
dalam tangki yang berisi TBE (Tris-
Buffer-EDTA). Dimasukkan juga 3 
µl marker DNA ke dalam sumur gel 
agarosa kemudian elektroforesis 
dijalankan dengan tegangan 100 volt 
hingga sampel berada pada ¾ dari 
volume. Setelah dielektroforesis 
sampel kemudian diamati pada sinar 
ultraviolet (UV) pada gel doc. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Isolat Mycobacterium 
tuberculosis 
Proses penelitian ini diawali 
dengan dilakukanya dekontaminasi 
sputum penderita TB. Dekontaminasi 
sputum bertujuan untuk membuat 
kuman berkelompok, sehingga lebih 
mudah mendapatkan mikobakteria 
dalam jumlah besar serta membunuh 
kuman selain mikobakteria. 
Koloni yang telah terbentuk 
pada medium LJ kemudian diperiksa 
kebenarannya dengan pewarnaan 
kinyoun). Pemeriksaan dengan 
menggunakan  pewarnaan kinyoun 
dianggap lebih praktis dan 
memerlukan waktu yang singkat. 
B. Isolasi DNA 
 DNA dapat diisolasi atau 
dipisahkan dari zat – zat lain selain 
DNA.Isolasi gen bakteri 
Mycobacterium tuberculosis pada 
penelitian ini dilakukan dengan  
menggunakan Genomic Dna Mini 
KIT (GENEAID). 
Tujuan dilakukannya  
ekstraksi DNA adalah untuk 
memisahkan genom DNA dari 
molekul lain yang terdapat didalam 
sel. Ekstraksi DNA pada penelitian 
ini dilakukan dengan menggunakan 
metode Boom. Metode Boom 
merupakan metode untuk 
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memecahkan DNA dan pengaktifan 
asam nukleat. 
 
C. Amplifikasi Gen Rv 1980c 
Mycobacterium tuberculosis 
dengan PCR 
C.1 Hasil Blast Urutan Primer 
dengan Urutan Nukleotida 
 Sampel DNA hasil isolasi 
diamplifikasi menggunakan primer 
spesifik untuk Gen Rv 1980c yakni 
Forward : 5’-GGT GGC GGT GGA 
AGC GGC GGT GGC GGA AGC 
GGC GGT GGCGGC AGC GCG 
CCC AAG ACC TACTGC GAG 
GAG-3’ dan Reverse5’-GAA AGC 
TTCTAG GCC AGC ATC GAG 
TCG ATC GC-3’. Pasangan primer 
Rv 1980c tersebut dirancang untuk 
menghasilkan produk amplifikasi 
yang mengandung protein MPT 64 
dengan ukuran 671bp.  
 Untuk mengetahui ketepatan 
penggunaan primer spesifik tersebut 
maka dilakukanlah proses BLAST 
pada NCBI dapat dilihat pada 
gambar 1 dan 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Hasil BLAST untuk 
primer Forward 
 
Gambar 2. Hasil BLAST untuk 
primer Reverse 
 Berdasarkan hasil BLAST 
protein MPT 64 dari NCBI terhadap 
primer forward dan reverse yang 
digunakan untuk mendeteksi protein 
MPT 64 memiliki kesamaan sekuens 
DNA dengan Gen Bank untuk 
nukleotida protein MPT 64 ialah 
sebesar 100 % yang artinya bahwa 
penggunaan primer yang digunakan 
ialah benar.  
C.2Visualisasi Hasil Amplifikasi 
 Hasil amplifikasi dianalisis 
menggunakan elektroforesis gel 
agarose untuk memisahkan fragmen-
fragmen DNA berdasarkan 
ukurannya. Prinsip kerja dari 
elektroforesis berdasarkan 
pergerakan partikel-partikel 
bermuatan negatif (anion), dalam hal 
tersebut DNA, yang bergerak menuju 
kutub positif (anode), sedangkan 
partikel-partikel bermuatan positif 
(kation) akan bergerak menuju kutub 
negatif (anode) 
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Gambar 4.6 Hasil Elektroforesis 
dari PCR 
Ket M: Marker dengan ukuran 
100 bp, K(+) Kontrol Positif, K(-) 
Kontrol Negatif, 1-7 Sampel 
Koloni 
Pada band urutan petama 
hasil elektroforesis agarose M/tb 
tidak tampak , hal ini dapat 
dipastikan benar, karna hasil 
pengamatan menunjukkan bahwa 
tabung B2 negative, tidak ditemukan 
adanya M.tb yang menandakan tidak 
adanya DNA dalam sampel yang 
diisolasi Saat isolasi mungkin saja 
terjadi kontaminasi, seperti kita 
ketahui kulit tangan banyak  
 
mengandung nuklease 
sehingga apabila terkontaminasi 
enzim ini dapat memotong untaian 
DNA yang diisolasi.  
 
 
 
 
KESIMPULAN 
 Berdasarkan  hasil penelitian 
yang telah dilakukan, dapat 
disimpulkan bahwa pada sampel 
klinis Tuberkulosis paru terdapat gen 
Rv 1980c yang terlihat dari hasil 
amplifikasi yang dielektroforesis 
dengan primer spesifik dengan 
panjang basa 671 bp. 
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